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抗腫瘍剤 に よ る細胞同調 (syn chro niz atio n) を行 い, その 成立 機序 を明 らか に す る ため に E hrlich
腹水癌細胞移植 マ ウ ス を用 い て, トP- D - a rabin ofu ra n o sylcyto sin e(Ar a- C), N
4-behe n oyl-1qβ - D -
a r abin ofu ra n o sylcyto sin e(B H- A C), m ethotre x ate(M T X), Vin cristin e(V C R), お よ び da u n orubicin
(D N R) に つ い て検 討 した. syn chro niz atio n時の細胞回転の動態(c ellcycle progre ssio n) を
3H-thymi-
din e標識 率(LI),
′ ゝ裂指数(M I) お よ び a utor adiography と cytophoto m etry を併用 して 得た D N Aヒ
ス トグラム を用 い て解析 した. D N A合成期 (S期) 流入量 (S-inf) お よ び S期流出量(S- eff) は半定量
的に 求 めた . Ar a- C(0.5 m g/kg), B H
- A C(0.1m g/kg) お よ び M TX(0･25 m g/kg) は
一 過性の LI の
上昇に よ り S 期に , V C R(0.0025～ 0.25m g/kg) は M I の 上昇に よ り細胞分裂期 (M 期) に , D N R(1･O
m g/kg) は分裂前体止期 (G2期) に Syn Chr o niz eす る こ とが 示 さ れ た . この 時の 投与量 で は殺細胞効果は
見 られ な か っ た . Ar a- C, B H- A C お よび M T X は投与後 0～ 8時間の 間S- effを強く 抑制 したが , S -inf は
0 ～ 4 時間の間抑制 され , 4 ～ 8時間後 に は対照値 を越 え て回 復 した . V C R はm etapha s e a rr e st を 示 し,
S - effに は影響 を与 えな か っ た . 分裂終期像 が な く S-inf は求 め られ な か っ たが , D N Aヒ ス ト グラ ム の 変
化か ら, S 期の流入 量に は 変化が ない よ うであ っ た . D N R は S-inf, S - effをと も に 変化さ せ ず, M I の減
少があり, D N Aヒ ス トグ ラム で は G2期の増加が み ら れ た. 以上 に よ り syn chr o niz atio n はあ る細胞周期
へ の流入 量と流出量の不均衡 に より 引き起 こ さ れ る こ と が 示 さ れ た. したが っ て , Syn Chr o niz atio nの成立
す る要因 は, 薬剤 に よ る c ellcycle progre ssio nの変化の み な ら ず, 腫瘍細胞自身の細胞動態 に も 左右さ
れ る こ とが 示唆 され た .
E町 W O rds C dlsymChr o niz atio n, Cellcycle progression, Cytokin etic
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急性白血病を は じめ悪 性腫瘍 の化学療法 に 関す る研
究 は, S kip per ら
l)の マ ウ ス 白血病 L 1210細胞 を 用 い





治療理念 を基礎と して 進め ら れ て お り, 着実な成果 を
あげつ つ ある｡ 一 方, ヒ ト悪 性腫瘍細胞で は, L 1210細
胞 と異な り, 成長分画(gro wth fr a ctio n) の小 さ い こ
とや , 世代時間 は正 常骨髄細胞 の そ れ より 長く, 特 に
休止期 に ある G｡細胞 が 多い こ と が 明 らか に な っ て い
る2)
.
ま た, 現在広く使用 され て い る抗腫瘍剤の作用様
式は悪性腫瘍細胞 に特異的 に 作用す る の で はな く , 正
常細胞 をも 同等に 障害す る. しか も , そ の致死効果が
細胞回転 (c ellcyclekin etic s) に 依存 して大 きく変動
し, 増殖期 と安定期の細胞 で は薬剤感受性 が大きく異
な る こ と (cycle depe nde n cy)
3ト5)や, そ れ ぞれ の薬
割 に お い て 細胞周期上 の ある特定 の相 に の み致死的効
果の あ る こ と(aga re sponse)6)
～ 9)が 知 られ て い る. こ
れ ら の事実 は マ ウス で の 実験結果 を臨床 に応用 す るに
あた っ て 多く の障害を も た ら して い る. ま た , 抗腫 瘍
剤投与に よ っ て細胞 回転 の進行 (c ellcycle pr ogres-
sion) が 影響 を受 ける こ と も知 られ て い る1 0)11)
悪性腫瘍 の治療 に お い て治療前の増殖分画の 多寡と
治療効果の相関は, 一 部 の報告1 2ト1 4)を 除い てお お むね
増殖分画 の 多い も の 1 5ト1 8)や 治療経過中に 増殖分画の
増加 す るも の が1 9ト2 1), 治療に 良く反応す る こ とが報告
さ れ て い る . こ の こ と か ら薬剤 を用 い て 腫瘍細胞 を細
胞周期のある相に 同調 させ (細胞同調, 以下 syn chro･
niz atio n), そ の 相 に 強 い 致死効果 を示 す 抗腫瘍剤を投
与 す る こ と に よ り 治療効果 をよ り い っ そう 高めよ うと
Cytokin etic An alysis of Cell Syn chro niz ation by Antin e opla stic Age nts in Tau o▲ Shi
-
geki O htake, Depa rtm e nt of Intern al Medicin e(m), (D ire cto r:Prof･ K ･ H atto ri), School
of Medicine, Ka n a z a w aUniv ersity.
抗腫瘍割に よ る細胞同調の研究
する 試み が急性白血病 を中心に 他の 悪 性腫瘍 でも報告
され てい る
15)1 9)2 D)2 2ト 2 7)
著者らも サイ ト シ ン アラ ピノ シ ド(1-β-D- a r abin o-
fur a n o sylcyto sine, 以 下 Ar a-C と略)や そ の 誘導体 で
ある ど へ ノ イ ー ル サ イ ト シ ン ア ラ ピ ノ シ ド (N4 -be-
hen oyl
-1-β- D - arabin ofu r an O Sylcyto sin e, 以下 B H-
AC と略) を用 い て , 急性非リ ン パ 性白血病 に お い て,
D NA 合成(S) 期部分同調(S pha sepa rtialsyn chro ni-
zatio n)を行い , 寛解導入効果 を検討 して きた2 8)2 9). こ
の中で , Syn Chr o niz atio nは個々 の 症例 に よ り異 な り,
必ずしも時期的 に も 量的に も 画 一 的 に は起 ら な い こ と
や syn chro niz atio n後の 化学療法の効果が 一 定 で な い
な どの点が 明らか にな っ てき た. こ れ はin viv oに お
い て抗腰瘍剤に よ っ て 引き起 こ され る c e11cycle pr o･
gre ssion の変化が明 ら かで なく, した が っ て syn chro･
nizatio nの成立 す る 時点の細胞 回転 の詳細 な動態 が
不明確で あり, ま た, SynChro niz atio nが 悪性腫瘍細胞
と正 常骨髄細胞で同等 に起 こ る た め に, 化学療法係数
を改善 し得な い た め と考え られ た.
本実験 で は , E hrlich腹水癌細胞 を用 い て, 各種抗腫
瘍剤 によ る syn chr o niz atio nの過 程 を経時的 に 観察
し, Cellcycle pr ogr e ssio nの 変化 に つ い て3H -thymi-
d ine標織法 と D N Aヒ ス トグラ ム を組 み 合わ せ る こ
とに よ り解析を試み た の で報告す る.
材料お よ び方法
1 . 動物
全実験 を通 じて体重約30g(6～ 7適齢)の dd Y系雄
白色マ ウス (三 協 ラ ボ) を使用 した. 5匹 を 1群 と し
て実験 した.
2 . 腫瘍
金沢大学医学部薬理学教室 より 分与をう け当教室 に
て毎週継代移植さ れ て い る Ehrlich 腹水癌細胞 を用 い
た
. 本腰瘍 は 4倍体細胞で リ ン パ 球, 中皮細胞な どの
正常細胞と は, そ の 大 きさ お よ び形態か ら容易 に 分別
可能で あっ た . 腹腔 内移植後第 7 日目に 癌性腹水を採
取し, 0.3% チ ト ラ ー ト加生理 食塩 水 に て 生細胞数 を
2.5×107/mlに 調整 し, 5 × 106個 (0.2 ml) づ つ を腹
腔内移植 した. 本腫瘍は K lein らの報 告30)の ごと く,総
細胞数の立方根 に 比例 して 増加 し, 第 10 日目 に プラ ト
ー と な っ た . 各実験 は腹腔内移植後第 4日目 に 行 っ た .
この 時の 平均世代時間は約 28時間 と推定さ れ た.
3 . 抗腫瘍剤
Syn chr o niz atio n作 用が ある と報告さ れ て い る Ar a
-C, BH-A C, メ ソ ト レ キセ ー ト (m ethotr e x ate, 以
下 M T Xと略), ビ ン ク リ ス チ ン (vin c ristin e, 以下
VC R と略) お よび , ダウ ノ)t/ ビシ ン (da unorubicin,
435
以下 D N R と略)を用 い て実験 した. 各薬剤は所定の 様
式に 従 っ て溶解後, 生理 食塩水 に て希釈 し, 各濃度と
も 0.1ml/10gbody wt.の 投与量となるように腹陛内投
与 した . 対 照群 に は生理 食塩水を 0.1 ml/10g body
wt.腹腔 内投与 した.
4 . in vitr o3H -thymi d ine 標識法
各薬剤投与直前お よ び投与後 一 定 時間 ご と に 腹腔
穿刺を行 い , 腹水 を0.02ml づつ 採取 し, 3H -thymi･
din e(3H - T d R) 標識率 (labelinginde x, 以下 LI と
略), お よ び分裂指数(mitoticinde x, 以下 M I と略)
の測定 を行 っ た. LI は R P M I 1640培養液 1ml に 採取
細胞 を浮遊 さ せ3H - T d R(spe cific a ctivity 5Ci/
m m ol, 日本ア イ ソ ト ー プ協会) を 10JLCi注入 し, 30
分間37
0
C で貯置 した後, 3回洗浄 し塗抹模本 を作製 し
a uto radiogr aphy を行 っ た . M I は腹水採取後 す ぐ に
塗抹標本 を作製 し, ギム ザ染色を行 っ た . LI, M I とも
に 1,000個以上 の細胞 を観察 しその 百分率であらわ し
た.
5 . in viv o標識法
マ ウ ス 腹腔内 に3H - T d R を 1FLCi/g body wt.注入
しin viv o標識 を行 い, 30分後 に 各薬剤 を投与 した .
薬剤投与直前, 投与後4時間お よび 8時間後 に 腹腔穿
刺に よ り腹水を採取 し, 生理食塩水に て 3回洗浄 し塗
抹標本 を作製 した. 一 部の細胞 は try pa nblu e色素排
泄能 よ り生細胞率 を算定した .
6 ･ a utO r adiogr aphy
塗 抹 標本 を メ タ ノ ー ル で 30分 間固定後, ba ck
gr o u nd減少 の た め冷遇塩素酸液に 浸透後, 流 水で よ
く洗浄し た. こ れ を良く乾燥 させ, dip ping 法に て 4倍
稀釈 した N T B 2乳剤(Ea stm a nKodak) を塗布 し,
in vitr olabeling法で は 1週間, in viv olabeling 法
で は1 ケ月間暗箱 の 中で 露出 した. D19現像液(1:1)
に て 15
0
C 3分間現像 し, 冷蒸留水に て 停止 , フ ジ フ ィ
ック ス (富士 フ イ ル ム) で 6分間定着を行い , 乾燥後
ギム ザ染色 を施 し観察 した. 銀粒子 5個以上 を標識細
胞と した.
7 . D N Aヒ ス ト グラ ム
in viv olabeling を行 っ た標本は, 写真撮影を行 い ,
標識お よ び非標識細胞 を区別 して, そ の位置を記録 し
た (photograph m ap ping, Fig.1). こ の標 本を 5%
三 塩化酢酸 (CC13C O Ⅲ) に 浸 したの ち, メ タ ノ ー ル
に 10分間浸透 し, ギム ザ 染色 を脱色 した31). 10分間蒸
留水中に 浸 した後 7.5%フ ェ リ シ ア ン化カ リ ウム (K3
Fe(C N)8) に 3分間浸 し, 次 に 20%チ オ硫酸 ナ ト リ ウ
ム (Na2S20｡) に 3 ～ 5分間浸 したの ち, 3回水洗 し
a utoradiography の 銀粒子 を除去 した3 2). こ の標本に






Fig. 1. (a) A pa rt of photogr aphic m ap fo r cytophotom etry sho wing 3 1abeled and 4
unlabeled c ells.(b)T he s a m e visu al fieldafte r re m o v al of Gie m s a stain a nd a uto r adio-
graphic silv e rgr ain s a nd stain ed by Fe ulge n re a ctio n.
S min S m ax S min S m a x
Fig. 2. Sche m atic r epre s entatio n of pulselabeling and s ubsequ e nt m ovem ent of
labeled a nd u nlabeled c ells du ring a w aiting tim e(Ta). (a)Distribution sof D N A
CO nte ntS Of labeled(shaded)a nd u nlabeled(u n shaded)c ells atT｡ .(b)Co rr e spo nding
distributio n s of D N Ac o nte nts after a waiting tim e(Ta). Bo rde rlin e Qf D N A
C O nte ntbetw e e nGl a nd Spha s e(S-min)a ndthatbetw e e nS a nd G2 pha s e(Spm a x)
W e re C O n V enientlydefin ed. S-min isthe v alu e of m e anplu s sta nda rd de viatio n of
the DN Ac o nte ntof e a ch da ughter n u clei of a na- O rtelopha sic cells. Srm a xis the
valu e of m e a n min u s sta ndr ad deviatio n ofthe D NA c o nte nt of mitotic c ells. S
Pha sein8u x(S-inf) w a s c o mputed a sthe a ver agein c r e m e ntperho u rin u nlabeled
S pha sic c ellsdu ring a w aitingtim e, a nd Spha s e efnu x(S-eff)w a s c o mputed a sthe
a v er agein cr e m ent perho u rinlabeled G2, M a nd Gl pha sic c ells.
抗腫瘍剤 に よ る細胞同調の研究
に 加温 し た 1 N塩酸 に 5 分間浸 し て D N Aを加水分
解し, 0･5%pa r a て O S a nilie - Shiff液(C hr o m a) に て
室温で 60分間染色 し, 0.5%亜 硫酸水素 ナ ト リ ウ ム
(NaH S O｡) 液に て 洗浄し た後, 型の ごと く封入 した.
Niko n- Vicker sM 85sc an n lng mic r ode n sito m ete r
に て 波長 550mJL, SpOtl m m 対物 レ ン ズ 100倍の 条
件32)33)で そ れ ぞ れ の 標本 に つ い て , 先 に 作製 し た
photogr aph m ap と対照 しなが ら, 無作為 に 腫瘍細胞
200個の D N A量 を測定 し, 標識 ま た は非標識細胞 を
区別して D N Aヒ ス トグ ラ ム を作製 した. Fig. 2 に 示
したよ う に 分裂後休止 (Gl) 期と S 期の D N A 量 の境
界は, a n apha s eま た は telopha se 細胞 の 娘核 をそ れ ぞ
れ測定し, そ の D N A量の 平均値 に 標準偏差 を加 え た
債と した. S期 と分裂前休止(G2) 期の D N A量の境界
は分裂(M) 期細胞の D N A量 を測定 し, その 平均値か
ら標準偏差を引 い た も の と した. 01ss o nら35)の 方法 に
従っ て S 期流入量(S-inf) は単位時間あた り の非標識
S期細胞の 増加率 より 算定 し, S期流出量 (S- eff) は
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s t test を用 い p<0.05 を有
意と した .
成 績
Ⅰ. 3H - T d R in vitr olabelinginde x(LI)の 経時的
変化
1 ･ Ar a - C: Ar a - C O･05, 0.5 お よ び 5m g/kg
body wt. (以下m g/kg と略) を 1回腹腔内投与 した
時の LI の経時的変化 を Fig.3 に 示 す. 対照群 で は LI
は 37～ 42%の d 定借 を示 した. Ara-C 5m g/kg で は,
投与 2～ 8時間で は LIは 著し く抑制さ れ, ほ とん ど0
とな っ た
.
12時間後 よ り回復が見 られ, 24時間後 に は
対照群 の値 を越 えた. 0.5 m g/kg投与で は, 2～ 4時間
後ま で は LI は4.5%ま で低下す るが , 急速に 回復 し,
6～ 8時間後 で は対照群 の値 を有意に 上 回 っ て S 期細
胞 の 増加 が み ら れ た
.
0.05m g/kg投 与 で は, LIは
2～ 4時 間後 に は 20% まで低下 した が, 6時間後 に は対
照群 の値 まで 回復 した .
2 ･ B Hp A C: B H- A C O･01,0.1 お よび 1.O mg/kg
l 回 腹腔内投与時の LIの 変化 を Fig. 4に 示 す . 1.O
m g/kg投与で は, LI は 12時間後ま で半減 し以後 ゆる
や か に 回復 し, 24時間後 には対照群の値 に回復 した .
0.1 m g/kg 投与で は , 2時間後 LI は 31.5% に 軽度減
少 し, 6時間後に は 49.5%と対照群の値 を上 回わ り,
20時間後 ま で 持続的 に LI の 上昇 が 見 ら れ た. 0. m
m g/kg投与で は, 2 時間後に 軽度の LI の減少が見 ら
れ る の み で, 著 しい 変化 は見られ な か っ た .
* ⊂ ト
ー ー ･8 ¢O nt r Ot
0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 hrs .
Fig. 3. E ffe ct of a singlei. p. inje ctio n of Ar a-C on 3HLT d R LIof Ehrlich
a scites tu m o r s. Ea ch pointr epr es ents m e a n v alu ein 5 a nim als atinte rv als
afte rAra - Cinje ctio n. * : p<0.05v s c o ntr olgro up.
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Fig. 4. Effe ct ofa singlei. p. injectio n of B H-A Co n3H - T d R LIof Ehrlich
a s cite stum ors. Ea ch pointr epres ents m e a n v alu ein 5 a nim als atinte rv els
afterB H- A C inje ctio n. * : p<0.05v s c o ntrolgro up.
0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 hr s.
Fig. 5. E ffe ct of a sl nglei. p. inje ctio n of M T Xo n
3H -T d R LIof E hrlich
a s cite stu m o rs. Ea ch point repr e se nts m e an V alu ein 5a nim als atinte rv als
afte rM T X inje ctio n. * : p<0.05 v s c ontr olgr o up.
3 . M T X: M T X O.025, 0.25 お よ び 2.5m g/kg
l回腹腔内投与 した 時の LI の経時的変化 を Fig. 5に
示 す. 2.5 m g/kg投与で は LI は 2～ 6時間後ま で 10%
以下 に減少 し,以後除々 に 回復 し 16時間後 に は対照群
の値 に 回復 した. 0.25 m g/kg 投与で は 4時間後 まで
LIに 有意 の 変化 はな く, 6時間後 60%に 上 昇 し, 12時
間後 に は対照群 の倦ま で低下 した . 0.025m g/kg 投与
で は LI は有意の 変化 を示 さ なか っ た .
4 . V C R: V C R は 0. 025, 0.025 お よ び0.25mg/
kg 投 与と も に LI は有意の変化 は見 られ な か っ た ･
(図省略)
5 . D N R: D N R O.1, 1.0, 10.Om g/kg l回腹腔内
投与時の LI の変化 を Fig. 6に 示 す. 10m g/kg 投与で
は LI は 4時間後 よ り 20%に 低下 し以後24時間後ま
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Fig .6. E ffe ct of a singlei. p.inje ctio n of D N Ro n
3H - T d Ron
3H - TdR u of
Ehrlich a s cite stu m o r s. Ea ch point repre s ents m e a n v alu ein 5 anim als at
inter v alafterD N R inje ctio n. * : p<0.05v s c o ntr ol gr o up.
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Fig. 7. E ffe ctofa singlei. p.inje ction of Ar a- C, B H-AC a nd M T Xo nM Iat
do ses of O.5, 0.1 a nd O.25m g/kg respe ctiv ely. Ea ch point repr e se nts m e a n
V alu ein 5a nim als atinte rv als afterinje ctio n. * : P<0.05v s c o ntr olgro up.
で 持続 した. しか し 1.0お よ び 0.1m g/kg で は Llに
有意の 変化 はみ られ なか っ た .
ⅠⅠ
. 分 裂指数 (M I) の 経時的変 化
1 ･ Ar a-C, B H-A C, M T X: LIに 著し い 変動の 見
ら れ た AraLC O.5 m g/kg, B H- A C O.1 m g/kg,
M T X O◆25m g/kg投 与時の M Iの 変化 を Fig. 7 に 示
す
. 3割と も ほぼ同 じ様な変動示 し, 2時間後で は有




Ara-C, M T X は 24 時間後 に は対照群 の備
に 回復 した が , BH-A Cで は 回復は見 られ なか っ た .
2 ･ V C R‥ V C R投与時の M I の経時的変化 を Fig.
8 に 示 す. 0.25mg/kg で は 2 時間後よ り M I の 上昇
が あ り 時間 と共 に M I の 上昇が 続 き 24時間後 に は
13･2% に達 した. 0.025m g/kg で は, 2時間後よ り増
加 し, 12時間後 に は 11.0%と 最高とな り, 以後減少 す
るが 24時間後で も 718%と 上昇 して い た . 0.0025血g/
竹0 4 8 12 1 6 2 0 24 hrs.
Fig. 8. Effe ct of a slngle i. p. inje ction of V C Ron MI of Ehrlich a scite s
tu m o rs. Ea ch point r epr es e nts m e a n v alu ein 5 a nim als atinte rv als afte r
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0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4hr$.
Fig.9. E ffe ct of a single i. p. inje ction of D N Ron M Iof Ehrlich a s cite s
tu m o rs. Ea ch point r epr es e nts m e a n v alu ein 5 a nim als atinter vals afte r
D N R inje ctio n. * : D<0.05v s c o ntr olgro up.
kg投与 で は, 2時間後 よ り 上昇 が み られ 6時間後 の
7.2% を ピ ー ク と して 24 時間後 に は対照群 の 値 に 回復
した . ギム ザ 染色上 観察さ れ る分裂像 は大部分 m eta･
pha s eで あり, a n apha s eや telophaseは見 られ な か っ
た .
3 . D N R: D N R投与後の M I の変化 を Fig. 9 に 示
す. 10.0 およ び 1.O m g/kg で は 2 時間後 よ り M I は
著 しく低下 し, 24時間後 まで継続 した . 0.1m g/kg投
与 で は 2 時間後 に 対照群の値の約半分 に 低下 し, 24
時間後ま で持続 し た.
ⅢⅠ. D N Aヒス トグ ラム お よ び S-imf, S
-
eぽ の 変化
LI お よ び M Iに 著 しい 変化の 見ら れ た, Ar a-C O.5
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b
Sinf. = 3 ･0土 0･6 % / h Sin f. = 3 ,5土0 .6
S ef f. = 2 ･4土 0･5 S e 什 = 3.1士 0.7
Viab= tY(%J 9 6.0
Fig･10･ DN A histogr a m s oftu m o rc ell(a)ju stbefo r e salin einje ctio n(b)4
ho u r s afterinje ctio n(c)8 ho u rs afterinje ctio n. Ea ch v alu eis m e a n±S. E.
Of 3to5a nim als･ Seefo otn ote of Fig･ 2･ V iablity w a s ev alu ated withtrY pa n
blu edye e x clu sio nte st.(m e a n v alu e)
mg/kg, BH - AC O.1m g/kg, M T X O.25m g/kg,
V CR O.025m g/kg, D N R l.O m g/kg に つ い て , D N A
ヒ ス トグラ ム お よ びin viv o puls elabel ing を用 い て
S 期流入量(S-inf) お よ び S 期流出量(S-eff) を測定
した
.
1 . 対照 群 : Fig. 10に 生 理 食塩水 を投与 した 時
の D N Aヒ ス トグ ラ ム を示 す. 0時間で は S 期細
胞の 大部分と, Glお よ び G2十 M 期の 細胞の ごと く 少
数が3H-T d R標識細胞 で ある . 4時間後に は S 期初期
の G.期よ り流入 した 非標識細胞 が増加 して お り G2+
M 期 に は 0時間で S 期 に あ っ た標識細胞 が移行 して
い る
. Gl期 に す で に 標識細胞が あ り, G2十 M 期は最短
で 4時間以内で あ る. 8 時間後に は, 4時間後に み ら
れた変化が さ ら に 明 らか に な り, S 期の 前半 は 0時間
で Gl にあ っ た非標識細胞 で 占め ら れ て お り, 0 時間 で
S期に あ っ た標識細胞 は G2十 M か ら Gl期 へ 移行 し て
い る が次の S 期に は至 っ て い ない
.
0 ～ 4時間後 の S
-iff, S-effは それ ぞ れ 3.0±0,6%/h(m e a n±S.E.)t2.
4±0
.5% /h で あり, 4 ～ 8時間後 の S-inf, S - efトは そ
れぞれ 3.5±0.6%/h, 3.1 ±0.7%/h で あ り, S 期の 流
入 乱 流出量 の バ ラ ン ス が と れ てい る こ と を示 して い
る
.
2 ･ Ar a-C: Fig.1 1 にAra- C O.5 m g/kg を投与 し
た変化を示 す
.
4 時間後で は S 期 に お ける非標識細胞
の増加 は な く , Sqinf は0.2±0.3% /h と著滅 し て い
た
. G2+ M 期お よ び Gl期 へ 標 識細胞の 一 部が 移行 し
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て い る が, S
-
eff は 1.4 ±0.6% /h と減少 して い た
.
8
時間後 で は Gユか ら S へ の 移行が 見られ て い るが , S か
ら G2 へ の 移行 は さ ら に 減少 して い た. S -inf 7.5 ±
1･1% /h と対照群 の値 を上 回 っ て い た
.
ま た, G2+M
期の 細胞 の 減少が み られ た .
3 ･ B H-A C: Fig1 2に B H-AC O.1m g/kg 投与時
の D N Aヒ ス トグ ラム を示 す. Ar a-C と ほ ぼ同様の 変
化 を 示 し て お り, 4 時 間後 ま で は S -inf は 0.3±
0･4% /b と著滅 し, 4 ～ 8時間後 に は 6.0±1 .2% /b と
対照群の 値 を越 えて 回 復 し, Gl斯か ら S期 へ の 移行が
見ら れ た. 一 方, S-ef‖ま著滅 した まま で あり , こ れ に
従 っ て G2十 M 期の 減少が見 られ た
.
4 ･ M T X: M T X O.25m g/kg 投与 (Fig.13) も同
様の変化 を示 し, S-inf,S - eff とも に 4時間ま で は著滅
す る が, 4 ～ 8 時間に は S-inf は回復 し S-ef= ま減少
した ま ま で あ り, G2+ M 期の 減少も 見られ た.
5 ･ V C R: V C R O･025m g/kg 投与時の 変化 (Fig.
1 4) は m etapha s e a rr e st の ため に a n apha seお よ び
telopha seの 細 胞が み ら れ ず Gl期 と S 期の 境界 は設
定 でき な か っ た ‥ し か しS 期初期 と思わ れ る部分 に
非標識細胞が移行 してお り , 対照群 とは変化が な い .
S-eff は 2.7 ±1.2%/h およ び 2.9±1.1%/h で あり変
化が な い . しか し G2十 M 期 へ 移行 した標識細胞は, Gl
期 へ は移行 で き ず M 期 に蓄積 して い た.
6 ･ D N R: D N R l･Om g/kg 投 与時 の変化 を Fig.
15に 示 す. S-inf, S - eff と もに 著し い 変化 はな く Gl期
442 大 竹
b
Sinf. = 0 .2 土 0.3%/ h Sinf.
= 7 ･5士1.1
S モ fー. = 1 ･4 土 0･6 Se†f. = 0 ･2土 0･3
Viab =tYl% I 9 6. 0
Fig. 11. D N A histogr a ms oftu m o rc elltre ated by singlei･ p.inje ctio n of Ara
-C(0.5 m g/kg).(a)ju stbefo reAra- C inje ctio n(b)4 ho u r s afte rinje ction(c)
8 hou rsafterinjectio n. Ea ch v alu eis m e a n±S. E. of 3to 5 anim als. Se e
fo otn ote of Fig. 2. Viability w a s e v alu ated withtry pa nblu edye ex clu sio n
te st. (m e a n v alu e).
b
Sinf. = 0 ･3 ±0.4 % / h Sinf. = 6 .0±1.2
S
ef f. = 1 .4土 0.5 S ef f. = 0 .3士 0.4
Viab ilitY(%) 9 6.0
Fig. 12. D N A histogr a m s oftu m or ce11tre ated by singlei･ p･inje ctio n of B H
- A C(0.1 m g/kg).(a)ju stbefor eB H- A C inje ctio n(b)4 ho u rs afte rinje ctio n
(c)8 ho u rs afterinje ctio n. Ea ch v alu eis m e a n±S. E. of 3to5 a nim als･ Se e
fo otnote sof Fig. 2. Viability w a s e v alu ated withtry pan blu edye e x clu sio n
test. (m e a n v alu e).
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b
Sin f■ = 1･0± 0 ･7 % /h Sinf. = 4 .0 土1.2
Sモ fー･ = 1･4± 0 ･6 S off. = 0 ･2 土0.3
Viab irityt% ) 9 6.0
Gl $ G2十M
Fig･13･ D N A histogra m softu m or c el tre ated by sl ngle i. p. irlje ctio n of
M T X(0･25m g/kg)･(a)ju stbefo re M T X inje ctio n(b)4 ho u rs afte rinje ctio n
(c)8 ho u rs afte rinjectio n. Ea chv alu eis m e a n±S. E. of3to5 a nim als. Se e
fo otn ote of Fig･ 2･ Viability w a s e v alu ated withtry pan bluedye ex clu sio n
te st.(m ean valu e)
b
Sef f
= 2 ･7 ±0 .8 %/h Se†f
= 2 .9 土0 .7
∴__∴∴
Viability t%I 9 6, 0 92.3 9 4.2
Fig ･14･ D N A histogra m s oftu m o r c elltre ated by sim glei. p . inje ctio n of
VC R(0･025m g/kg)･(a)ju stbefo reV C R inje ctio n(b)4ho u r s afterinje ctio n
(c)8ho u rs afterinje ctio n. Ea ch v alu eis m e a n±S. E. of 3to 5a nim alsSe e
fo otnote of Fig･2･ Viability w a sevalu ated withtrypa nblu edye e x clu sio n
test. (m e an Valu e)
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b
Sinf. ニ 2 ･0 ± 0 ･5 %･/h Sint.
= 2■3± 0･5
S
8ff. = 2 ･5 ± 0 ･4
Viabil itY 博引 9 6.0
S8f†. = 3･3士 0･9
Fig. 15. D N A histogr a m s oftu m o r c elltre ated by singlei･ p･ inje ctio n of
D NR(0.1 m g/kg). (a) justbefo reD N R inje ctio n(b)4 ho u rs afterinje ction
(c)8 ho u rs afte rinje ctio n. Ea ch v alu eis m e a n±S. E. of 3to5 a nim als･ Se e
fo otn ote of Fig. 2. V iability w a s e v alu ated withtry pan blu edye e x clu sio n
test. (m e a n v alu e)
か ら S 期, S期 か ら G2期 へ の 移行 に変化 はな い よう で
ある. しか し G2十M 期細胞の増加が見 られ て お り, M
期や S 期 へ の標識細胞 の 移行が な く , G2期 に 蓄積 され
て い た.
Ⅳ . 色素排泄能 に よ る生細胞数の 算定
D N Aヒ ス トグ ラ ム 作 製 に 際 し 一 部 の 細胞 を try-
p anbl11e色 素排泄能 に よ り, 投与 した抗腫瘍剤の致死
効果 を検討 した. Fig .10 か ら 15に 示 す ご とく , 生細胞
数の 割合に は何ら変化 を認め な か っ た .
考 察
現在 用 い ら れ て い る 抗腫瘍剤 は, 大部 分 は cycle




一 般 に ヒ ト腫瘍細胞 は正 常細胞 よ り
世代時間が長く, 増殖期 に あ る細胞 も少 な い . したが
っ て , 非増殖期細胞 を増殖期 に 入 れ る こ と (re c ruit･
m e nt)や, さら に は, こ の増殖期 に は い っ た細胞 を細
胞周期 の 一 定の相 に 集め(syn chro niz atio n), そ の相 に
強く作用す る抗腫瘍剤を投与 して , よ り有効な抗腫瘍
効果 を得 よう と す るの が, 細胞回 転の理 論か らみ た至
適投与法である. 本実験で は増殖分画の 多い , E hrlich
腹水癌細胞 を用い て, Ara - C, B H- A C, M T X, V C R
お よ び D N R に よ るsyn chr o niz atio n を試み , そ の 成
立に い た る機序 を検討 した .
Syn chr o niz atio nは, 細胞周期のある 一 つ の相 を, 通
常以上の 割合 で細胞集団が 同時に 通 過 す る こ と であ
り, LI や M I の
一 過性 の ピ ー ク と し て識別で きる3 6).
本実 験で は, Ar a-CO.5m g/kg 投与 6 ～ 8 時間後,
B H- A C O.1m g/kg投 与 6 ～ 8 時 間後, M T X O.25
m g/kg 投与 6 ～ 8 時間後 に , それ ぞ れ対照群の値 を上
回 わ る LI の 上昇が あ り, S 期に お い て syn chr o niz a･
tio nが成立 してい る. V C R O.0025m g/kg で は2 ～ 12
時 間後 に , 0.025m g/kg お よ び 0.25m g/kg で は 2
～ 24時 間 後 に M Iの 上 昇 が あ り M 期 に お い て
Syn Chr o niz eさ れ て い る. D N R は LI, M I と もに上昇
は な い が , D N Aヒ ス ト グ ラム よ り, 1. Om g/kg 投与後
4 ～ 8 時間 で の G2期 で の syn chr o niz atio nが 示 唆さ
れ る . 抗腫瘍剤に よ るin viv oで の syn chr o niz ation
の機序 と して Va n Putte n3 6)は次の 3つ の 可 能性 を示
して い る
. す な わ ち, 第 1 はcycle pha s e spe cific な
薬剤 に よ り, その 相 の 細胞が死 滅 し, 感受性 の 低い 細
胞群 が優勢 に なる た め, 第 2 は薬剤 に よ りあ る相の細
胞 回転の進行が blo ck また は遅延 さ れ る た め, 第3 は
細胞死に よ る細胞数の減少の た め r e c r uitm e nt が起こ
り, その 間接的な影響 に よ る た め と して い る. したが
っ て 各 薬剤 に よ り syn chronization が 成 立 す る過程
は, 細胞回転の進行 (c ellcycle pr ogre ssio n) の 変化
と密接 に 関連 して い る と考 えら れ る.
Cellcycle progr e ssio nの 解析 は, in vitr oでは同
調培養法 を用 い て 容易 に 行わ れ るが , in viv oで は, LI
抗腫瘍剤 に よ る細胞同調の研究
や MIの 経 時的変化 や M Iの 蓄積率 を調 べ る 方法
3 4)
や, Pre C entagelabeled mito se s cu rv e(P L M)法
3 8)5 8)
や二 重標識法
3 9)か ら関接的に 調 べ られ て い た. P LM
法は頻回 か つ 長時間の 試料採取が必要であり , in viv o
に お ける抗腫瘍剤の 影響を みる に は不適当で あ る. 2
重標識法は, 1回 の試料採取 で良い が , D N A合成阻害
作用を持 つ 薬剤を投与 した場
■乱 第 2 回目の標識が阻
害され る こ と や, ‡4C と
3壬i の 標識 を確実 に 分別す る に
は, 技術的に 困難な場合が あ る. Fe ulge n反 応 を利用 し
た cytophoto m etry に よ る D N Aヒ ス トグ ラ ム を用 い
る方法4 0)41や , これ を改属し た魚o w micro8u o r o m etry
(F M F)4 2)
- 47)は Gl期や G2期の細胞群 も含め て , 細胞周
期全体の 分析が可能 で ある . cyctophoto m etry で は測
定細胞数 に 限度がある が, F MF で は瞬時 に 多数 の 細
胞を測定し, 精度お よ び再現性の 高い D N Aヒ ス トグ
ラ ム が得られ 利用 範囲が広が っ て い る . しか し D N A
ヒ ス ト グラ ム の パ タ ー ンの 変化 の み で は, 各細胞周期
間の 移行や流量 に つ い ての 解析 は不可能で あ る. 著者
の 用 い た a uto r adiography と D N Aヒ ス ト グ ラ ム を
併用 す る方法は, Fujita48)や 01ss o nら3 5)に よ っ ても 報
告され てお り, l) N Aヒ ス トグ ラ ム 上 を3H-thymidin e
に よ り最初に 標識さ れ た細胞群 が, S 期か ら G2期, M
期そ して Gl期 へ と 移行 して い く過程 を観察 で き る ば
か りで なく , Gl期か らS 期 へ の (S-inf)お よ び S 期か
ら G2期へ (S- e椚 の 流量を測定で き る利点が あ る. さ
らに 試料採取の間隔 を適当に と る こ と に よ り 各紙胞周
期の通過時間も測定で き る. しか し なが ら, 本法 は試
料採 取後 a uto r adiogr aphy を 行 い photogr aphic
m ap ping を し, Fe ulgen染色後 cytophoto m etry を行
うた め長時間を必要と し分析 で き る細胞数 に も 限度が
あると い う 欠点 も あ る.
Fe ulge n染色 に よる D N Aの 定量 法は, そ の 染色機
序も明 らか で あ り, 固定 ･ 染色な どの 条件 に 問題が な
けれ ば特異的と の 評価も定ま り49)50)広 く用 い ら れ て い
る
. 測定法と して は Ca sper ss o n5 1)の 紫外顕微分光法 の
原理 を応用 した顕微測光法が開発さ れ , 核 内 D N A量




S- effを求 める た め に 本研究 で は Gl期 と S 期, S 期 と
G2期の 境 界点と な る D NA 量 を 設定 し て い る. し か
し, FM Fに 数学的モ デ ル を導入 し て 解析さ れ た D N A
ヒ ス トグラ ム で は, Gl期と S 期初期 お よび , S 期終期
と G2期の D N A量 を厳然と分 別で き な い こ と5 肛や, こ
の モ デ ル に 従 っ て flu o r es ce nt a ctiv ated c ellsorter
を用 い て集 めた S期細胞 は必ず し も3H - T d R標識細
胞とは 一 致しな い 5 4)な どの 点が指適さ れ て お り, 本 法




Ar a-C の 細胞 回 転に お よ ぽ す 影響 に つ い て は 多く
の 報告 が あ る. S kipper ら9)は, Ar a- C を S pha se
Spe Cific な薬剤 に 分類 し S 期へ の 流入 は阻害さ れ な い
と した . しか しin vitr oの検討で は Gr aha m ら5 5),
B huya nら
1 0)は, Ar a
-C に よ り Gl期 か ら S期 へ の 一 過
性の 移行阻止の見ら れ る こ と を報告 し, W heeler ら=)
は Gl
-S 移行部 に syn chro nizeされ る と して い る.
Tobey ら
3 7)4 3)は Ar a- C は D N A合成開始を完全 に
阻止で き る の で はな く, Gl期か ら S 期へ の 移行率 を減
少 させ る と して い る . 一 方 , Yataga n a sら4
4)は Gl期か
ら S 期 へ は 通常 の 割合 で 流入 す る が, そ の 直 後 で
blo ck さ れ S期初期 に 蓄積 す る と し て い る . Ka r o n
ら5 6), Br eha ut ら
4 0)も Gl期か ら S 期 へ の移行 は正 常に
お こ り, S 期か ら G2期 へ の 移行が blo ck さ れ る と して
い る. こ れ ら の相違は使用 した細胞や薬剤濃度 お よび
測定方法の遠 い に よ る もの と 思われ る. 高本 ら4 2)は低
濃度で の S期延長作用 と, 高濃度で の Gl期お よ び Gl -
S境界部 へ の 蓄模作用 を報告 して い る.
Ar a - C に よ るin viv oで の syn chro nizatio n は
Be rtala nffy ら
5 7)





ら6 0), A laba ste rら
4 5)
, Aglietta ら
6 1)に よ り報告され て
い る
.
Alaba ster ら は Ara-C 感受性 L 1210細胞 で,
Ara-C 投与後 16時間後 に e a rly S 期に syn chr o niz a･
tio nが お こ り, 以 後 S期細胞が減少す る こと を示 し,
Ara-C 抵抗性 L 1210細胞で は, Ara-C 投与後 8 ～ 32
時 間 に か け て S 期初期 か ら 中期 に synchr o niz ation
が起 こ ると報告 し てい る. 一 方 Aglietta らは非増殖分
画の 多い bro w nNo r w ey m yeloid le uke mia 細胞 で ,
Ar a- C 投与後非増殖分画 か ら の re c ruitm ent が お こ
り , 引き つ づ い て S 期に syn chr o niz eされ る と報告 し




6 2)は Gl期か ら S 期 へ の 流入
は 正常で S 期 に 蓄積さ れ る と して い る.
本実験で は, 最初の 4 時間は Gl期か ら S 期 へ の 移行
は ほぼ 阻止 さ れ て い る が , 4時間 ～ 8時 間で は LI の
上 昇に 一 致 して Gl期か ら S 期 へ の 流入 量は増加す る.
一 方 こ の 間は S 期か ら G2期 へ の 流 出は阻止 さ れ て お
り , Sェinf は S- effを大き く上 回 り, この 結果 S 期 へ の
蓄積が お こ るも の と考 えら れ た. こ の S-infの 2相性
の 変化 は, Ara-C に よ る D N A合成阻害作用 が 可逆的
で あり, D N A合成 が再開さ れ る時に は, DN A合成率
の 低い 細胞か ら始ま る こ と や63), Gl期か ら S 期 へ の 移
行 は低濃度で は阻止 され ず,高濃度で は阻止 され る 点,
さ ら に Ara-C の血 中半減期が非常に 短か い こ と か ら
理 解さ れ る.
B H- A C は Ar a- C の誘導体 で, 4位の ア ミ ノ基に 長
鎖飽和脂肪酸 を導入 して得 られ た新抗腫瘍剤 で ある.
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本剤 は, 脂溶性 で cytidin e de a min a seに 抵抗性 で あ
り, 血 中お よ び細胞内濃度が持続性で, 動物実験 で は
抗腫瘍効果は櫓投与量に 比 例 し, 投与 ス ケ ジ ュ ー ル に
依 存 し な い と い う 特 徴 を有 す る6 4)6 5). 本 剤 に よ る
SynChr o nizatio nは 著 者 ら2 9)に よ り 臨床的 に 試 み ら
れ , Ara- C と同様の 成績 を得, そ の synchroniz ation
の 機序と して は S期延 長作 用 が 示 唆さ れ た . B H- A C
の c ell cycle progre ssio nに お よぽ す影響 は, Ar a-C
と同 じも の と考え られ るが, 本実験 で は, SynChr o niz a-
tio nの持続が 長期 に お よぶ こ と と, Ar a-C よ りも低い
濃度で synchro nize され る点が特徴 と思わ れ る. こ れ
は本剤が Ar a- C に 比 較 して, き わ め て 血中半減期が長
い 点か ら 説明 で き る.
M T Xは Ar a- C とは生化学的 に は そ の 作用 機序を
異にす る が, 細胞回転 に お よ ぽ す影響は ほ ぼ同様 で あ
る と考 えられ てい る. S kip pe rら9)は S sha se spe cific
With selflim tatio nと分類 した が, Whe eler ら1 1)はS
期で の 進行 の阻害 と Gl - S 移行郡 の syn chro niz atio n
を報告 して い る. 一 方 , 臨床 的に は, Glか ら S へ の移
行は阻止 さ れ ず, S 期に 入 っ て 進行を阻害さ れ るた め
に S 斯 syn chr o niz atio nが お こ る と 報告 さ れ て い
る2 2)2 3). 本 実験で は Ar a- C と同様 に 一 過性の S-inf の
減少と持続性 の S- effの 減少 が見 られ こ の た め に S 期
に syn chro niz eされ る こ とが 示 され た.
V C Rの C ellcy
r
cle progre s sio n に対す る影響に つ い
て は, m etapha s e a rrestが 報告さ れ て い る6 6)6 7). これ
は, S期 で短時間薬剤と接触 させ た場合 で も, G2期か
ら M 期 へ は正常 に 進行 し, M 期 で 不可逆的に 阻止 さ




2 5)6 9)は E hrlich腹水癌細
胞 に , 殺細胞効果の見 られ な い 量の V C R を 1回投与
して M 期 に syn chronize し, こ れ が S 期 へ 進行 し た
時点 で cyclopho spha mide (C Y)を 投与 して V C R と
C Yの 同時投与に 比較 して効果 の増強が見 ら れ た と報
告 して い る. 本実験 で は, VqR の M 期同調作 用 は
Ar a- C, M T X と は異な り薬剤 の投与量の影響 は少な
く, 広い 範 囲で 見られ た. Gl期か ら S 期, S 期か ら M
期 へ の 進行 は 影響 を受 け な い よ う で あ る が , m eta -
pha s e a rr estの た め a n apha s eや telopha seの 細胞が
消失す る の が特徴的であ っ た.
D N R は LI およ び M Iの 変化 の経時的 な観察 で は
Syn Chro niz atio nをと ら れ る こ と はで き ず, D N Aヒ ス
トグ ラ ム に よ り G2期に Syn Chr o niz eさ れ る こ と が 示
さ れ た. D N Rが M Iを減少さ せ る こ と は当初 よ り 報
告さ れ て お り7 0), Br eha ut は4 1)D N A合成 を ほ と ん ど
阻害 しない 濃度で G2期進行に 遅延 を来た し, したが っ
て G2期の 蓄積 を起 こ し, M Iの 低下 を来た す と報告 し




, Ern St72), Stryckm a n sら
7 3)に よ り報告さ れ
て い る
.
ま た F M Fを用 い て G8h de ら4 6), Linde nら47)
が G2 blo ck を報告し S 期は 影響 を受 けな い と して い
る . 本実験で は LIの 低下 の な い 投与量 で , M Iの 減少
と G2期細胞 の 増加が み られ , ま た S-ef = まほぼ正 常な
こ とよ り G2 a rr eSt が示 さ れ, こ れ に よ る syn chro ni･
zation が 成立 して い る もの と考 え られ た. 本割に よる
G2 a r re Stは , D N Rの D N Aへ の 結合と こ れ に よる
R N A合成障害 に よる た め と考 えられ る.
本 実験 で 用 い た 5 つ の 薬剤 で は, Syn Chro niz atio n
の 成 立機序 と して 考 え ら れ る 前記 3 つ の 可能性の う
ち, 第 2の 可能性 つ ま り, 細胞周期に ブ ロ ッ ク がお こ
り, そ の相 に 細胞が蓄積さ れ て成立す る こ と が示 され,
ま た これ はそ の 細胞周期 に お い て 流入 量が, 流出量を
上 回 る不均衡が生ずる た めに よ る こ と が明 ら か に なっ
た . したが っ て syn chr o niz atio nの程度 は腫瘍細胞自
身の細胞周期上 の動態 (流量) に 依存 し, 腫瘍細胞の
世代時間や増殖分画の 大き さ に 影響さ れ る. こ の こと
は , 増殖分画が小さ く, 世代時間 の 長い ヒ トの 腫瘍細
胞に syn chr o niz atio n を応用 す る に あ た っ て は, 十分
に 注意す べ き点で あ る と考 える. ま た, 正 常骨髄細胞
の 世代時間は, 悪 性腫瘍細胞の そ れ よ りも 短 かく , 増
殖分画は大き い た め syn chr o niz atio nも 強く お こ る こ
とが 予想さ れ る. こ の 点に 関 して 臨床的 な成績 から吉
川 ら27), Cla v el ら74)は腰瘍細胞以 上 に 正 常細胞の 障害
が強か っ た と , 非観的な 報告 を して い る. 現状で は,
悪 性 腫瘍細胞 の み を選択的 に synchroniz eす る こと
は不可能 で あ り, Syn Chro niz atio nに よ っ て必 ず しも
化学療法係数 が上 昇す ると は い えな い . しか しなが ら,
syn chro niz atio nは , 細胞回 転 の 理 論 か ら見 た至 適投
与法 で あ り, よ り強 い 殺細胞効果 を期待で きる の は確
か で あ る. rapid a utoradiogr aphy
2 8)や F M Fを用 い て
も syn chro niz atio nを モ ニ タ
ー しなが ら, 最も効果的
に 薬剤の作用 す る時期 を選ん で 治療 を行い , さ ら に,
化学療法後の 補助療法 を強化 す る な どの 配慮が 必要で
あ ろ う.
結 論
細胞 回転の 理 論か ら み た抗腫癌剤 の 至 適投与法で あ
る synchr o niz ation に つ い て, そ の 成 立に 至 る 細胞回
転の詳細 な動態 を明 らか に す る 目的 で , E hrlich腹水
癌細胞移植 マ ウス を用 い て Ar a- C, B H-A C, M T X,
V C Rお よ び DNR に よ る synchr o niz atio nを試み た.
そ れ ぞ れ の 薬剤 に つ い て LI, M Iお よ び a uto radio･
gr aphy を併 用 した cytophoto m etry に よ る D NA ヒ
ス ト グラ ム を検討 し次の成績 を得た.
1 . Ara- C O.5 mg/kg投与 で は 6 ～ 8 時間後 に,
抗腫瘍剤に よ る細胞同調の研究
B H- A C O.1 m g/kg 投与 で は 6 ～ 20時間後 に , M T X
O.25m g/kg 投与 で は 6 ～ 8時間後 に それ ぞれ 一 過性
の LIの 上 昇が 見られ た. V C R は0. 025m g/kg よ り
0.25m g/kg ま で の 投与量 で M Iの 増 加が 認 め ら れ ,
D N R l.Om g/kg で は 4お よ び 8時間後 に G2期細胞
の 増加 が見ら れ た. し た が っ て Ara - C, Bf ト A C,
MT X はS期 に , V C R は M期 に , D N R はG2期 に
syn chroniz eして い る と考え られ た.
2 . 5剤と も に こ の 投与量 で は殺細胞効果 は 見られ
なか っ た .
3 . Ar a～C, B H-AC, お よ び M T X は投与後4時間
まで は S-inf, S-eff とも に 抑制を示 し た. 4 ～ 8時間
後に は S-inf は 回復 し対照を上 回 る の に 反 して, S - eff
は更に 抑制され S-inf はS-eff を大 きく 上 回 る結乳 S
期に 細胞の 蓄積が お こ る と考え られ た.
4 ･ V C R はm atapha se a r re stを 示 し, Gl斯か らS
期およ びS 期か ら M 期 へ の 移行に は 影響 を与え な か
っ た
.
5 ･ D N R は, S
-inf, S
-
eff とも に 影響せ ず, M I を
減少さ せ, D N Aヒ ス ト グラ ム 上 G2期細胞 を増加 させ
た
.
6 ･ これ ら の薬剤の syn chro niz atio nの 機序 は, 各
細胞周期 に お け る流入 量と流出量の不均衡 に よ り引き
お こさ れる こ とが 確認さ れた .
7 ･ 以 上 の結果よ り syn chr o niz ation の 成立 を決定
する大き な要因と して, 腫 瘍細胞白身の細胞動態が重
要で ある こ と が 示 唆 さ れ, こ の こ とが synchro niz a･
tio nの 臨床応用 の 障害と な っ て い る と考 えら れ た.
稿を終 る に あた っ て , 御指導, 御校閲 を賜 っ た服部絢 一 教
授, ならび に直接の 御指 導, 御助言 をい ただい た中村忍, 吉
田喬両博 士に 深く感謝 い たし ま す. 併 せ て種 々 の 御協力 を
得ま した研究室 の各位 に 深謝い た し ます .
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Cytok hetic An alysis of Ce皿 Syn chr o niz atio nby A血ine oplastic Agents 加 Viv o Shigeki
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Key w ords: Ce11syn chroniz atio n, Ce11cyclepr ogre ssio n, Cytokinetic analysis, Antin eoplastic
age nts.
A bstr act
Syn chro nizatio n of E hrlich a s cite stu m o r c e11sin viv o w as attem pted by so m eantineopla stic
age nts s uch as l-β-D - a rab in0furanosylcytosine (A ra- C), N4 -behe noyl- 1-β-D - ar abin ofura n o syl-
CytOSine(B H- A C), m ethotrexate(M TX), Vincrist ine(V C R) a nd daun o rub icin(D N R). Cellcycle
progres sio n on syn chro niz atio n was an alyz ed by t he us e of
3
H -thymidinelabelinginde x(L I),
mitotic index(M I)and D N A histogram prepa red by cytophoto metry c o mbin ed withauto r adio-
gr aphy. S phase influ x (S-inf) and Spha$e ef flu x (S- eff) w e re estim ated semiqu antitativ ely･
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Ara- C(0･5 m g/kg), B H- A C(0･1 mg/kg) a nd M T X(0.2 5mg/kg) w ere fo u nd to effectively syn -
chro niz ethe tu m o rce1sin S pha s efro m obs e rv atio n of tra nsientin c rease ofLI beyond c o ntr ol
lev el･ V C R(0･0 0 2 5-0･2 5m g/kg) als o syn chro niz ed the m in M pha s e a nd I) N R(1.Omg/kg)in G2
Phase･ T he r e w a s n o cyto cidal effe ct of the five age nts at a dos e ofsyn chroniz atio n･ Ara- C,
BH-A Ca nd M T Xprofo u ndly inhib ited S- eff du ring the period fro m O to 8 ho urs afte rtheir
administratio n a nd als o S-inf du ring t he pe riod fro m O to 4 ho u rs. Ho w e v e r, S
qinf in c rea sed
beyo nd the c o ntrol lev el du ring t he late rpe riod fr o m 4 to 8 hour s･ V C R, a SW aS eXPe Cted,
c a u sed m etapha s e a rr e st a nd did n ot affe ct S- eff. S-inf w as n ot able to be e stim ated beca use of
la ck of a n a- O rtelophasic c ells, but change sin the patte r n s of D N A histogram s sugge sted no
effe ct o n S-inf･ D N R de c r e a s ed M Iand in c re ased G2 Phasic c ells, butga v e n ochange to either
S-iIlfo rS- eff.
T he s e obse rv atio n s sugge st that syn chronization is indu ced a st he net re s ultof u nbala n c e
betw e e nin flo w a nd o ut flo w of a giv e nphas e of cellcycle ･ Ac c o rdingly it is suggested that
Su C C e SSOf syn chro niz atio n of t he tu m o r c ells depe nds n ot o nly o n pertu rbation of c ellcycle
PrOgreSSio n c a used by a ntin e oplastic age nts but als o o ntheir o w n cytokinetic behavio rs su ch as
ge n e ratio ntim e a nd siz e ofgro wthfra ction .
